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論文内容要旨
目的
 Gタンパク質共役型受容体(GPCR)は今までに1000種類以上報告され,そのGタンパク質
 を介したシグナル伝達経路については多くの知見が得られてきた。近年グルタミン酸受容体など
 一部の神経伝達物質の受容体がPDZと呼ばれるドメインを持つタンパク質群と結合し,これら
 のタンパク質群が受容体のclusteringやendocytosisに関与することが明らかとなっている。
 このようなGタンパク質以外のタンパク質との結合が他の多くのGPCRの生理的機能にも関与
 しているかを調べるために,今回私はGPCRの一つであるGHRH(GrowthHormone-
 ReleasingHormone)受容体について検討した。
方法
 GHRH受容体のカルボキシル末端(37アミノ酸)をベイトとして酵母Two-Hybirdシステム
 を使用し,ヒト脳cDNAライブラリーをスクリーニングし,結合タンパク質を同定した。同定
 された結合タンパク質についてはiκソ11mにおけるbindh/gassayを行い,それぞれのタンパク
 質の相互結合に関与するアミノ酸配列を詳細に検討した。また,同定されたタンパク質を哺乳動
 物細胞に発現させ,細胞内での相互結合反応を証明した。
結果
 GHRH受容体のカルボキシル末端をベイトとして2個のcDNAをクローニングした。塩基配
 列を決定したところ,この2個のクローンは同一であり,これはPDZドメインを1つもつPKC
 α(ProteinKillaseCα)結合タンパク質,PICK1(ProteinlnteractingwithCKinase1)
 の全長をコードするcDNAであった。PDZドメインを持つタンパク質群は通常受容体のカルボ
 キシル末端の数アミノ酸と結合すると言われている。GHRH受容体とPICK1の結合部位を調
 べるため,GHRH受容体をGST結合タンパク質として,またPICK1をMBP結合タンパク質
 としてそれぞれ大腸菌で発現させた。さらに,受容体のカルボキシル末端の4アミノ酸を1個づ
 つアラニンに置換した変異体と,それらの4アミノ酸を欠損させた変異体を発現させた。これら
 のタンパク質を使用してinソ'!robindingassayを行ったところ,PICKlはGHRH受容体のカ
 ルボキシル末端の4アミノ酸と結合することが証明された。また更にPICK1のPDZドメイン
 の,他のタンパク質との相互反応を担うとされているアミノ酸をアラニンに置換した変異体と
 PDZドメイン全体を欠失した変異体のGHRH受容体との結合活性をみたところ,これらの
 PICK1変異体はGHRH受容体との結合活性を失っていた。この結果両者の結合はPICKlの
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 PDZドメインを介することが明らかとなった。更にGHRH受容体cDNAにHAtagをつけたも
 のとPICKlcDNAをHEK293細胞に発現させ抗HA抗体で免疫沈降を行ったところ,GHRH
 受容体とともにPICK1が共沈降され,細胞内での両者の相互結合反応が認められた。
考察
 GHRH受容体のカルボキシル末端の4アミノ酸はTSMCであり,報告されているPDZドメ
 インの結合モチーフに一致する。従って今回の実験結果からもP工CK1はGHRH受容体に結合
 する細胞内タンパク質であることが強く示唆された。PICK1はAMPA受容体のGluR2サブユ
 ニット,metabotropicGluR7a受容体,prolactinreleasingpeptide受容体など多くの受容体
 と結合することが報告されている。AMPA受容体のGluR2サブユニットはPKCの活性化によ
 りカルボキシル末端のSerine880がリン酸化されるが,最近になって,PICKlはそのリン酸化
 部位に結合し,AMPA受容体をendocytosisに導くことが報告されている。このことから,
 GHRH受容体のカルボキシル末端のPICK1結合配列に存在するThreonine,Serineも何らか
 のリン酸化酵素による修飾を受けている可能性が考えられた。また,今回更にPICK1のPDZ
 ドメインを除く部分をベイトにしてスクリーニングを行い,細胞骨格関連タンパク質を分離した。
 これらのことからPICK1は受容体と細胞骨格をlinkし,受容体のsortingやendocytosisに関
 与しているタンパク質であることが想定された。
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 審査結果の要旨
 Gタンパク質共役型受容体(GPCR)は今までに1000種類以上報告され,そのGタンパク質
 を介したシグナル伝達経路については多くの知見が得られてきた。このようなGタンパク質以
 外のタンパク質との結合が他の多くのGPCRの生理的機能にも関与しているかを調べるために,
 GPCRの一つであるGHRH(GrowthHormone-ReleasingHormone)受容体について検討し
 た。
 GHRH受容体のカルボキシル末端(37アミノ酸)をベイトとして酵母Two-Hybridシステム
 を使用し,ヒト脳cDNAライブラリーをスクリーニングし,結合タンパク質を同定した。同定
 された結合タンパク質についてはi1"'1roにおけるbindingassayを行い,それぞれのタンパク
 質の相互結合に関与するアミノ酸配列を詳細に検討した。また,同定されたタンパク質を哺乳動
 物細胞に発現させ,細胞内での相互結合反応を証明した。
 GHRH受容体のカルボキシル末端をベイトとして2個のcDNAをクローニングした。塩基配
 列を決定したところ,この2個のクローンは同一であり,これはPDZドメインを1つもつPKC
 α(ProteinKinaseCα)結合タンパク質,PICKl(ProteinInteractingwithCKinase1)
 の全長をコードするcDNAであった。GHRH受容体とPICK1の結合部位を調べるため,
 GHRH受容体をGST結合タンパク質として,またP工CK1をMBP結合タンパク質としてそれ
 ぞれ大腸菌で発現させた。さらに,受容体のカルボキシル末端の4アミノ酸を1個づつアラニン
 に置換した変異体と,それらの4アミノ酸を欠損させた変異体を発現させた。これらのタンパク
 質を使用して1nv'∫robindingassayを行ったところ,PICK1はGHRH受容体のカルボキシル
 末端の4アミノ酸と結合することが証明された。また更にPICKlのPDZドメインの,他のタ
 ンパク質との相互反応を担うとされているアミノ酸をアラニンに置換した変異体とPDZドメイ
 ン全体を欠失した変異体のGHRH受容体との結合活性をみたところ,これらのPICK1変異体
 はGHRH受容体との結合活性を失っていた。この結果両者の結合はPICK1のPDZドメインを
 介することが明らかとなった。更にGHRH受容体cDNAにHAtagをつけたものとPICKl
 cDNAをHEK293細胞に発現させ抗HA抗体で免疫沈降を行ったところ,GHRH受容体ととも
 にPICK1が共沈降され,細胞内での両者の相互結合反応が認められた。
 GHRH受容体のカルボキシル末端の4アミノ酸はTSMCであり,報告されているPDZドメ
 インの結合モチーフに一致する。従って今回の実験結果からもPICK1はGHRH受容体に結合
 する細胞内タンパク質であることが強く示唆された。また,今回更にPICK1のPDZドメイン
 を除く部分をベイトにしてスクリーニングを行い,細胞骨格関連タンパク質を分離した。これら
 のことからPICK1は受容体と細胞骨格をlinkし,受容体のsortingやendocytosisに関与して
 いるタンパク質であることが想定された。
 以上の研究はGHRH受容体の機能とその発現のメカニズムに新しい知見をもたらしたもので
 あり医学博士の学位に価するものである。
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